



















































































































































































































































































































































































































































Here we  describe  an  approach  to  generate  syngeneic  neural  stem  cells  and  use  them as  patient‐
specific  comparator  to  glioma  initiating  cells  for  the  discovery  of  pathogenetically  relevant 
mechanisms in glioblastoma and to identify druggable targets in patients.  
There is robust published evidence, both in mouse models 60 and in human patients 12, that NSC are 






superior  to  non‐syngeneic  eNSC  in  identifying  GBM‐defining  expression  in  a  mouse  model.  The 
strength of our study is the application of this concept to human GBM in a cohort of 10 patients to 







decreased  cellular  immunity  is  characteristic  of  GBM,  to  which  an  increased  proportion  of  Tregs 
among CD4+ TIL (tumour‐infiltrating lymphocytes) has been shown to contribute both in patients 63, 64 


























be administered  in  vivo will  be  required  for  further pre‐clinical  assessment of  its  applicability  and 
assessment  of  its  potential  clinical  value.  Importantly,  the  epigenetic  regulation  of  PTGER4  gene 
expression  by DNA methylation  could  represent  a  valuable  biomarker  to  be  further  developed  as 
predictor  of  drug  response,  particularly  taking  into  account  the  roll  out  of  methylation  based 
classification approaches 18 in brain tumours. 
More work will be required to assess whether the SYNGN (syngeneic comparison of GIC and iNSC) 
pipeline can be used  in the clinical management of patients with GBM in a  timeframe suitable  for 
adjuvant treatment and whether syngeneic GLICO and intestinal organoids accurately predict tumour 
response and non‐neoplastic cell  toxicity on a patient‐specific basis  (Fig. 8).  It will be  important to 
assess  whether  applying  drug  sensitivity  prediction  algorithms  72  with  a  syngeneic  comparator 









This work  is  funded by  grants  from Brain  Tumour  Research  (Centre  of  Excellence  award  to  S.M.), 





























[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE155994],  which  includes  all  mouse  data 
GSE154367  [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE154367],  the  human 
transcriptomic  GSE154958  [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE154958]  and 
the  human  methylation  data  GSE155985 
[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE155985].. Source data are provided with 
this paper. 



















Informed  consent was obtained and  ethical  approval was  available  for  the  study  (National Health 
Service,  Health  Research  Authority,  National  Research  Ethics  Service  08/H0716/16  Amendment  1 























Glutamin‐Penicillin‐Streptomycin,  1X  non‐essential  amino  acids  Invitrogen,  0.1  mM  β  Mercapto‐
ethanol Sigma, 106 U/ml hLIF Millipore supplemented with the following inhibitors: CHI99021 Tocris 
1µM, JNK Inhibitor VIII Tocris 4 µM, SB203580 Tocris 10µM, A‐419259 Santa Cruz 1µM and XAV939 



































































































































































































































































































































































































10µM  or  PGE1‐OH  10µM)  then  processed  following  the manufacture’s  protocol  (  Aldefluor  assay 
kit,Stem  cell  Technology).  Cells  were  washed,  detached  with  accutase  and  1x106  cells  were 
resuspended in 1ml Aldefluor assay buffer, half of them were transferred to a tube containing DEAB 








Cruz  Biotechnology).  Protein  concentration  was  determined  by  BCA  assay  (Pierce)  and  an  equal 
amount (20µg) was loaded into a 4‐12% Bis‐Tris precast gel (ThermoFisher Scientific). Proteins were 
separated by SDS‐PAGE and blotted onto a nitrocellulose membrane (Whatman). Membranes were 













manufacturer’s  protocol.  RNA  was  then  treated  with  DNase  I  (Invitrogen)  and  1μg  was 
retrotranscribed  by  SuperScriptIII  (Invitrogen,  18080093).  5ng  of  cDNA  template  and  SYBR  Green 
primers (Table S3) were used to perform SYBR Green assay using SYBR Green PowerUp Master Mix 




Sample  processing  was  carried  out  blinded.  Statistical  analysis  was  performed  using  GraphPad 













with  eNSC  (3  replicas)  and  iNSCGibco  (3  replicas)  from  this  study.  Quality was  assessed  via  FastQC 
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/).  Trimming  of  low  quality  reads  and  adapters  was 
performed  via  TrimGalore  v.  0.4.5‐1  with  “‐‐rrbs”  mode  enabled 
Vinel et al.     31 
     
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/).  Subsequently,  Bismark  v.  0.22.1  was  used  for  the 
alignment  of  reads,  calling  the  subroutines  “nucleotide‐coverage”  and  “methylation‐extractor” 












other  cell  types,  separately  for  methylated  and  unmethylated  regions.  The  cutoff  values  for 
significance were p < 0.05 and effect size > 0.1.  
RNA‐Seq: Reference  samples were  downloaded  from Omnibus  GEO  repository  (GSE75300:  Kang’s 




reads  and  adapters  was  performed  via  TrimGalore  v.  0.4.5‐1  with  default  parameters.  The 
pseudoalignment package Salmon v. 0.13.1 81 was used to map all samples to a previously indexed 
reference genome Ensembl GRCm38 (release 90) to obtain transcript per million (TPM) expression 



























principal  component  analysis,  transcript‐level  expression  was  estimated  directly  using  the 
pseudoalignment  package  Salmon  81.  The  results  were  then  aggregated  to  obtain  gene  level 
expression estimates in units of transcripts per million (TPM), which are normalised for library size 
and  transcript  length.  For  the  purpose  of  identifying  deregulated  genes,  gene  counts  were  first 
estimated using the gapped alignment software STAR 82. The reference genome used in both pipelines 
is Ensembl GRCh38 (release 90). DE genes are computed using the R package edgeR78, on the basis of 
gene  counts  derived  from  STAR.  Baseline  dispersion  is  first  estimated  across  all  samples,  before 
applying a two‐sided quasi‐likelihood F test to estimate genewise differential expression separately 



























EPS  lines  and  reference  iPSC  lines  with  two  reference  ESC  lines  (see  main  text  for  details  of  all 



















probes.  A  DE/DMR  pair  is  considered  concordant  if  the  effect  is  in  opposite  directions 
(hypermethylated and downregulated / hypomethylated and upregulated). 




Gene  A  is  not  patient‐specific  at  the  level  of  DE  or  DM.  Gene  B  has  patient‐specific  DE  but  no 
corresponding DM. Gene C has patient‐specific DE and is DM in multiple patients; this gene is on the 











that  pathway  (GIC  relative  to  syngeneic  iNSC,  H9  NSC  or  Gibco  NSC).  The  resulting  vectors  were 
compared using the Wilcoxon signed rank test in order to determine whether the number of pathways 

























signature  were  ignored.  For  each  cell  type  reported  by  xCell  and  pathway  reported  by  IPA,  we 
computed the Spearman rank correlation and associated exact p value across all patients between the 
–log10(p)  values  from  the  pathway  enrichment  and  the  inferred  cell  type  proportion.  As  this 
correlation  is  rank‐based,  there  is  no  need  to  correct  pathway  enrichment  p  values  for  multiple 
hypothesis testing. An example of two such computations is shown in Fig. S7A. 
DNA methylation and RNA expression data from the independent GIC cohort HGCC, publicly available, 
were used  to assess  the proportion of patients with PTGER4, NTRK2 and ALDH3B1 signatures  in a 
wider population of patients.  
For the differential gene expression analysis of GICs from the HGCC cohort, microarray data that had 
been  pre‐processed  (normalised  and  Combat  batch  adjusted)  was  provided  by  our  collaborator 
Professor  Sven  Nelander,  Uppsala  University.  Differential  gene  expression  analysis  was  then 
performed in an R workspace using the RStudio environment and limma package 83 (version 3.40.6). 






























in  this  study  together  with  reference  datasets.  Annotations  have  been  added  manually  to  guide 
interpretation.  FB:  fibroblasts,  i/EPSC:  induced  pluripotent/Expanded  Potential  Stem  Cell,  ESC: 
Embryonic Stem Cells, PSC: Pluripotent Stem Cells, NPC: Neural Progenitor Cells. 
e) Hierarchical clustering of lines generated in this study and reference DNA methylation datasets.  
f)  Expression  of  astrocytic  (GFAP),  neuronal  (TUJ1)  and  oligodendroglial  (OLIG2)  markers  upon 













b)  Two  dimensional  principal  component  analysis  of  cell  types,  representing  normalized  RNA 
sequencing data of eNSC, iNSCGibco, iNSCN2B27, two rNSCsyn, one rNSCnon syn, two astrocytes, one neuron 






d)  Three‐dimensional  principal  component  analysis  of  cell  types,  representing  genome  wide 
methylation  RRBS‐Seq  data  (M‐values)  of  eNSC,  iNSCGibco,  Mueller  cells,  muscle  satellite  cells, 






















a)  Network  representation  of  the  enriched  pathways  identified  in  the  10  syngeneic  GIC‐iNSC 
comparisons. Nodes represent pathways; pie charts are shaded according to the patients in which the 
pathway  is  identified  (see  legend);  size  is  proportional  to  the  mean  value  of  ‐log10(FDR)  across 






















p  value  (Media  vs  GIC  cells)<0,0001;  p  value  (Media  vs  GIC  CM)=0,0103;  p  value  (GIC  cells  vs 
chABC)<0,0001;  p  value  (GIC  CM  vs  chABC  CM)=0,0184; p  value  (GIC  cells  vs  GIC  CM)=0,0806.  f) 
CD4+Foxp3‐CD25+: p value (Media vs GIC)=0,0004, p value (Media vs GIC chABC)=0,0002.g) Schematic 




















expression data  for one patient only: ALDH3B1  specific of patient 19  (top  left), NTRK2,  specific of 
patient 30 (top right) and PTGER4,  specific of patient 18 (bottom left). DE: Differential Expression, 
DMR: Differential Methylated Region, log FC: log Fold Change. 
c) Protein expression  for ALDH3B1, NTRK2 and PTGER4  in GIC and  iNSC of  their  respective pair of 
interest  (19,  30  and 18).  Tubulin  and GAPDH were used as housekeeping proteins  for NTRK2 and 















(black  bars).  (n=3  experiment  repetitions,  two‐tailed  t  test;  p  value  (patient  18)=0,0026,  p  value 
(patient 30)=0,2172).  
c) Map of the CpG island and guides RNA (top) and Differentially Methylated Regions (DMR) between 
GIC18TET1/pgRNA  (red  dots)  and  GIC18TET1/sgRNA4  (blue  dots)  (bottom).  Y‐axis  reports  Beta  values  and 
location on Infinium MethylationEPIC array is on x axis. 













h) Representative GFP and Ki67  immunofluorescence of  SYNGLICO after 4 days of  treatment with 
vehicle or PGE1‐OH (50µM). Scale bar is 10m. Quantification of GFP and Ki67 double positive cells. 
(n=3 SYNGLICO Vehicle: n=15 fields, PGE1‐OH 50µM: n=13 fields, two tailed t test, p value 0,0057).  

























are  an  average  of  10  10x  pictures  (n=3  experiment  repetitions,  two‐tailed  t  test, p  value  (patient 
19)=0,0273, p value (patient 31)=0,7780.). d‐e) Viability of total cells in SYNGLICO (Cerebral Organoids 
(CO)+GICGFP).  assessed  as  percentages  of  negative  cells  for  the  Zombie  NIRTM  dye  after  4  days  of 
treatment with vehicle or DSF (10µM, 50µM) (D) and GFP Mean Fluorescence Intensity (MFI) of GICGFP+ 
cells (E), (COGIC18: n=12; GOGIC19 vehicle: n=8, DSF 10 and 50 µM: n=9 SYNGLICO per group, one 




positive  cells  GFP+KI67  (f)  and GFP+cCASP3  (g)  is  shown  on  the  right  (n=2  SYNGLICOs,  GFP+KI67: 
Vehicle: n=13 fields, DSF 10µM: n=9 fields, DSF 50µM: n=11 fields, GFP+cCasp3: Vehicle: n=14 fields, 
DSF  10µM:  n=12  fields,  DSF  50µM:  n=10  fields,  one‐way  ANOVA;  f)  p  value  (Vehicle  vs  DSF 
10µM)=0,0033,p value (Vehicle vs DSF 50µM)=0,0004; g) p value  (Vehicle vs DSF 10µM)=0,0006, p 
value (Vehicle vs DSF 50µM)=0,0007).  
h)  Survival  curve  of  mice  bearing  GIC19‐derived  (left)  and  GIC31‐derived  (right)  intracerebral 
xenografts treated with vehicle (GIC19: n=8, GIC31: n=5) or DSF (GIC19: n=10, GIC31: n=6). Log‐rank 
(Mantel‐Cox) test, two‐sided, p value (GIC 19)=0,0450; p value (GIC 31)=0,8352.. 
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